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Sommaire. — La recherche des protéines a été faite par la mise 
en évidence d’acides aminés spécifiques, au moyen de diverses 
réactions dont la valeur est discutée. Celle des acides nucléiques 
par la réaction de Feulgen et le test de Brachet. Les nucléoles 
périphériques, les macronucléoles et leurs produits d’élaboration 
de même que les grandes masses nucléolaires sont principalement 
composés d’histones et d’acide ribonucléique; dans les très petits 
ovocytes, de l’acide désoxyribonucléique est lié aux macronu¬ 
cléoles. 


1. INTRODUCTION 

L’évolution morphologique des nucléoles pendant l’ovogenèse 
des Batraciens est maintenant bien connue. Les derniers travaux 
de Guyénot et Danon (1953) et Guyénot (1958), auxquels fait 
suite le présent rapport, ont clairement mis au point les étapes de 
ces transformations chez le Triton, la Grenouille, le Crapaud et le 
Bombinator. Le lecteur voudra bien s’v référer pour tout ce qui 
concerne les détails de l’examen purement microscopique de ces 
organites. 

Rappelons simplement ici que lors de l’ovogenèse, et particu¬ 
lièrement pendant la période d’accroissement des ovocytes, les 
nucléoles, loin de rester inactifs, procèdent à des remaniements 
morphologiques qui sont certainement liés à un intense travail 
métabolique: accroissement, division, multiplication, émission de 
substance compacte ou filamenteuse, lyse et disparition. Ces phéno¬ 
mènes ont lieu alors que les chromosomes, quoique présents, comme 
font définitivement montré Guyénot et Danon, ne se laissent 
plus mettre en évidence par les moyens cytologiques ordinaires. 

Chez le Triton (Trituras cristatus), un ou plusieurs nucléoles 
particulièrement volumineux, les macronucléoles, apparaissent dès 
le début de la phase d'accroissement, tandis que de très nombreux 
petits nucléoles se rangent à la périphérie du noyau. Peu après, 
un des macronucléoles émet des masses de substance « plasmodiale » 
qui se répandent dans le nucléoplasme, tout en se transformant en 
« filaments nucléoplasmiques ». Ces filaments finissent par remplir 
complètement le nucléoplasme; ils disparaîtront au moment précis 
où les chromosomes passeront de l’état « villeux » à l'état « plu¬ 
meux ». Les petits nucléoles périphériques se multiplient active- 
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ment. Lors de la formation de la vésicule germinative, ils se ras¬ 
sembleront autour des chromosomes en s’entourant d’une pous¬ 
sière de petites sphères, les micronucléoles, puis passeront dans le 
cytoplasme lors de la lyse de la membrane nucléaire. 

Chez la Grenouille (Rana temporaria), on voit dans l’ovocyte 
jeune (début de la période d’accroissement) une masse nucléolaire 
particulièrement volumineuse, puisqu’elle occupe la moitié du 
noyau, se désintégrer en donnant naissance simultanément à de 
petits nucléoles qui gagneront la périphérie du noyau et à des 
filaments nucléoplasmiques. C’est le cas aussi chez un Crapaud 
africain (Bufo regularis). Je n’ai jamais observé cette structure 
chez le Crapaud commun (Bufo vulgaris), où l’évolution nucléo¬ 
laire semble se rapprocher de celle du Bombinator. 

Enfin chez le Bombinator (Bombina variegata ), c’est par une 
fragmentation progressive du macronucléole, émettant successi¬ 
vement des séries d’expansions dans le nucléoplasme, que se forment 
les nucléoles périphériques. Bien que très rares, et ne remplissant 
jamais le nucléoplasme, des filaments nucléoplasmiques se trouvent 
parfois dans l’ovocyte de Bombinator. Ils proviennent de la désin¬ 
tégration de certaines expansions macronucléolaires. 

Chez tous les Batraciens, les nucléoles périphériques poursuivent 
leur multiplication, selon divers modes de fragmentation: ramifi¬ 
cations se morcelant, plages où s’individualisent des corpuscules, 
scission binaire. 


2. EXAMEN AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 

Cet examen a été fait sur coupes, après fixation osmique et 
inclusion au méthacrylate, sur un microscope électronique Trlib 
Tauber & Co. 

En ce qui concerne les macronucléoles et les grandes masses 
nucléolaires, ils sont si rares, ou leur évolution si rapide que mes 
coupes n’en ont pas montré assez d’images satisfaisantes (fig. le). 

Le nucléoplasme est en général uniformément granuleux. Les 
structures filamenteuses y apparaissent rarement; il serait hasar¬ 
deux de vouloir les interpréter. 

En revanche les nucléoles périphériques, grâce à leur grand 
nombre et à leur situation précise, sont faciles à observer. 
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Nombreux sont les auteurs qui admettent le passage de la 
matière nucléolaire dans le cytoplasme, à travers la membrane 
nucléaire. Certains pensent que les nucléoles franchissent tels 
quels la membrane, ou qu’ils émettent leur substance à travers ses 
pores; d’autres qu’au point de contact entre la membrane nucléaire 
et le nucléole, la membrane du nucléole (dont l’existence est d’ail¬ 
leurs problématique) se romprait; les deux membranes, celle du 
noyau et celle du nucléole, se mettraient en continuité l’une avec 
l’autre, ce qui aurait pour effet que le contenu du nucléole se 
trouverait subitement dans le cytoplasme. On observe en fait 
souvent des figures qui permettraient, à première vue, de croire 
au passage de nucléoles entiers à travers la membrane nucléaire, 
dissoute en un point. Mais cet aspect se laisse chaque fois expliquer 
par la surface très tourmentée du noyau; souvent une coupe 
passe en dehors du noyau, par une proéminence de sa surface, 
faisant croire à une inclusion cytoplasmique; ou bien la coupe est 
parallèle à une portion de membrane, qui de ce fait reste invisible, 
et laisse voir un nucléole apparemment isolé dans le cytoplasme. 

En fait les coupes minces examinées au microscope électronique 
montrent que les nucléoles périphériques ne sont jamais en contact 
direct avec la membrane nucléaire. De formes très variables, ce 
sont des amas de substance dense et homogène, perforés de trous 
et de canaux remplis de substance identique au nucléoplasme 
ordinaire. Ils peuvent avoir des aspects lamellaires ou spiralés 
très curieux. Aucune membrane ne les délimite. (Fig. la, b). 

Cette constitution diffère fondamentalement de celle des 
nucléoles des cellules somatiques et ne milite pas en faveur de 
l’identité des deux sortes de formations. Je m’en tiendrai à cette 
description, une interprétation quant au travail des nucléoles 
étant impossible sur la base de cet examen purement morpholo¬ 
gique. 


3. LE PROBLÈME CYTOCHIMIQUE 

L’intense activité de synthèse dont les nucléoles sont le siège 
et qui se traduit par leur multiplication et par l’émission de sub¬ 
stance, a de tout temps conduit les chercheurs à se poser la ques¬ 
tion de leur rôle dans fovogenèse. Le seul examen morphologique 
ne donne guère de réponse satisfaisante, et il fallut chercher à 
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répondre par la cytochimie. De quoi les nucléoles sont-ils composés ? 
Les substances émises sont-elles de même nature ? Qu’en advient-il 
par la suite ? 



Fig. 1. 


Or, il faut reconnaître que la cytochimie en est à ses débuts. 
Jusqu’ici les réactions utilisées, sauf exceptions, n’ont pas permis 
d’affirmer des résultats précis avec certitude. En ce qui concerne 
les nucléoles des ovocytes, on s’est beaucoup occupé de leur baso¬ 
philie, de leur affinité pour tel colorant ou tel réactif, qui en défi- 
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nitive, ne disent pas grand-chose. Danon (1953), cependant, a 
employé, outre le Feulgen pour l’acide désoxyribonucléique (ADN), 
la pyronine pour la coloration de l’acide ribonucléique (ARN) 
(quoique sans test à la ribonucléase), et la méthose de Chèvremont 
et Frédéric pour la détection des groupements sulfhydryles. Elle 
concluait à l’absence d’ADN, à la présence d’ARN en quantité 
faible, et à une concentration assez forte de glutathion dans les 
nucléoles. Dans les macronucléoles, l’ARN n’apparaîtrait que chez 
les ovocytes d’une certaine dimension. Une bibliographie très 
complète est donnée par Guyénot et Danon (1953) et Danon 
(1953) à ce sujet. 11 est donc inutile d’y revenir ici. 

Le but du présent travail est de poursuivre les essais entrepris 
par Guyénot et Danon par la recherche de divers acides aminés 
spécifiques de certaines protéines, et de vérifier et d’approfondir 
leurs données concernant les acides nucléiques. 

Recherche des protéines et des acides nucléiques 

11 n’existe actuellement aucune méthode qui permette élective¬ 
ment la mise en évidence de telle ou telle protéine dans des prépa¬ 
rations cytologiques. Celles qui utilisent des colorations, avec ou 
sans mordançage, ou la digestion, sont sauf exception sans valeur, 
n’ayant ni spécificité suffisante, ni base chimique certaine. On est 
ainsi réduit à rechercher des réactions qui révèlent certains acides 
aminés. La connaissance de la concentration de ces acides dans une 
protéine donnée peut alors amener à admettre l’existence de cette 
protéine dans la préparation étudiée, il faudra cependant tenir 
compte du fait que si une réaction positive (faible ou forte) indique 
sûrement la présence d'un acide aminé, donc de la protéine qui le 
contient, une réaction négative ne permet pas de l’exclure avec 
certitude. En effet une substance en concentration trop faible peut 
passer inaperçue à l’examen microscopique. 

En outre, la plupart de ces réactions peuvent certes être très 
utiles en histologie, pour détecter certaines protéines dans des 
zones relativement étendues. Pour les structures à l'intérieur des 
cellules, ces méthodes sont très souvent inutilisables, à cause de 
leur manque d'intensité et de précision topographique, et, fré¬ 
quemment, de la « brutalité » du réactif chimique qui désorganise 
la structure cellulaire. 
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On verra dans les deux chapitres suivants que pour notre 
étude des nucléoles, certains tests sont néanmoins capables de 
donner des indications suffisamment nettes et sûres. 

Pour les acides nucléiques, on possède des méthodes éprouvées 
et bien connues; le Feulgen, bien utilisé, révèle et situe l’ADN d’une 
manière parfaite jusque dans les moindres détails; quant au test 
de Brachet pour TARN, quoique moins intense et topographique¬ 
ment moins précis, il est d’une sûreté chimique presque absolue. 

Résultats: Les divers essais tentés sur les ovocytes de Batra¬ 
ciens et décrits en détail dans les deux chapitres suivants de ce 
travail, m’ont amené aux conclusions suivantes: Les nucléoles, 
tant périphériques que centraux (macronucléoles), de même que 
les expansions de ces derniers chez le Triton (masses plasmodiales), 
ou les grandes masses nucléolaires chez la Grenouille et le Crapaud, 
sont constitués principalement de protéines histones et d’acide 
ribonucléique; la concentration de ces deux substances est plus 
forte dans les nucléoles que dans les formations qui en sont issues. 
La nature des filaments nucléoplasmiques n’a pas pu être décelée. 


4. PROTÉINES 

C’est donc par la recherche de certains acides aminés que nous 
tenterons de déterminer l’identité protéinique des formations 
nucléolaires. On trouvera dans le tableau suivant un certain nombre 
de réactions mettant en cause des radicaux spécifiques d’acides 
aminés déterminés. Le détail des techniques est donné au chap. 7. 

Réactions du radical aromatique 

Réaction de Millon. — La réaction de Millon révèle dans les 
protéines la tyrosine et le tryptophane. 

Millon ordinaire: Le réactif pur, tel qu’on l’emploie en chimie, 
concentré ou plus ou moins dilué, est inemployable en cytologie. 
Il détruit le matériel, que ce soit sur coupes ou sur pièces entières. 

Millon trichloracétique et sulfurique: Pollister et Ris emploient 
ces deux réactifs pour la distinction entre protéines histonse 
et non histones, le Millon sulfurique dissolvant les histones. 
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Réactions des acides aminés 


Réactions 

Radical actif 

Acides aminés révélés 

Xanthoprotéique 

aromatique 

Tyrosine 

Phénvlalanine 

Tryptophane 

Millon trichloracétique 
Millon Sulfurique 

id. 

id. 

Diazoréaction 

imidazol 

(et aromatique) 

Histidine 
(et Tyrosine) 

XaXCU (Yoisenet-Furth) 

indolique 

Tryptophane 

PH 3 0 4 (Romieu) 

id. 

id. 

a-naphtol (Sakaguchi) 

guanidique 

Arginine 

Xitroprussiate 

-SH 

Cyst(é)ine 

Ferricvanure 

(Chèvremont-Frédéric) 

id. 

id. 

Xinhvdrine (Berg) 

a amino-acide 

divers 

Alloxane 

id. 

id. 


La différence quantitative n’est perceptible qu'au moyen de la 
microphotométrie. Mais, qualitativement, la méthode suivie ici a 
produit une réaction positive dans la membrane cellulaire, le 
cytoplasme, les nucléoles et macronucléoles. Le nucléoplasme réagit 
très faiblement. Les nucléoles, uniformes après fixation à l’alcool, 
présentent après fixation au sublimé acétique une zone centrale 
(vacuole, voir Guyénot et Danon) à concentration relativement 
forte de protéines, et un cortex moins dense. Aucune différence 
ne s’observe, à l’examen ordinaire, entre les réactifs trichloracé- 
tique et sulfurique. 

Réaction xantho protéique. — La nitration des radicaux aro¬ 
matiques produit sur les préparations une vive coloration jaune; 
les nucléoles en particulier sont d'un jaune intense. Mais le virage 
à l’orangé en milieu alcalin est imperceptible sous le microscope, 
ce qui ôte à cette méthode toute signification certaine. 
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Réactions du radical indolique 

Le radical indolique est présent dans le tryptophane ou 
indylalaline. 

Réaction de Voisenet-Furth, au nitrite de soude. — C’est une 
réaction extrêmement violente, que je ne cite que pour mémoire. 
En fait, les coupes disparaissent avant que la coloration soit suffi¬ 
sante. 

Réaction selon Romieu , à Vacide ortho-phosphorique. — La colo¬ 
ration rose qui révèle l’indylalanine se présente sur les coupes 
d'une manière parfaitement uniforme. Aucune concentration de 
cet acide aminé n’apparaît en un point particulier. 

Réaction du radical guanidine 

A l'heure actuelle on ne connaît dans les matières vivantes 
que quatre dérivés de la guanidine qui réagissent à l’a-naphtol et 
à l’hypochlorite de soude en milieu alcalin par une coloration rose 
ou rouge (test de Sakaguchi). Pratiquement, la seule de ces sub¬ 
stances entrant en ligne de compte est F a r g i n i n e , les trois autres 
(galégine, agmatine, glycocyamine) ayant une distribution très 
étroite et définie. L’arginine n’existe que dans les protéines, mais 
toutes les protéines en ont et réagissent au test de Sakaguchi, 
avec des intensités diverses. Toutefois ce sont les protéines alca¬ 
lines qui en contiennent le plus (l’arginine a deux groupements 
amine). 

En histochimie animale, à part la protamine du sperme de 
poisson, qui contient 80% d’arginine, seules les protéines h i s t o n e s 
en renferment une proportion appréciable (15%); il n’y en a que 
3% dans les autres protéines. Par conséquent le test de Saka¬ 
guchi démontre avec une grande spécificité la présence d’histones. 
En fait les chromosomes des cellules en division et la chromatine 
des noyaux quiescents réagissent fortement. 

Test de Sakaguchi. — Les cellules somatiques présentent un 
noyau rose vif sur un fond pâle. Sur des coupes de testicule jeune, 
la structure fine ne se distingue pas. Cependant les noyaux au stade 
synapsis ressortent en rose vif sur le fond plus clair. 
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Les ovocytes ont un nucléoplasme pâle, tandis que le cyto¬ 
plasme est plutôt mieux coloré. Les nucléoles (nucléoles périphé¬ 
riques et macronucléoles avec leurs expansions) sont roses vif. 
Sur du matériel fixé au Bouin, la réaction est déjà fortement posi¬ 
tive. Un blocage possible du radical guanidine par le formol ayant 
été signalé, on peut admettre cependant que toute l’arginine n’a 
pas réagi. De fait, le test est plus intense sur des ovocytes fixés 
au sublimé acétique, donc sans formol. 

Au point de vue de la constitution protéinique, les nucléoles 
semblent ainsi présenter une parenté avec la substance chromati- 
nique, plutôt qu’avec le cytoplasme. 


Autres réactions 

D’autres réactions ont été faites, telles que celle de la nin- 
hydrine (Berg) et de l’alloxane, sans résultats dignes de 
mention. La recherche des groupements -SH, faite par Danon, 
n’a pas été reprise. J'ai également renoncé à la diazoréaction pour 
l’histidine (radical imidazol), de spécificité douteuse. 


5. ACIDES NUCLÉIQUES 

Acide désoxyribonucléique (ADN) 

Le nucléole des cellules somatiques ne contient ordinairement 
pas d’ADN. Qu’en est-il des nucléoles périphériques et des macro- 
nucléoles des ovocytes de Batraciens ? Guyénot et Danon ont 
vu des points ou des vacuoles Feulgen-positifs dans les nucléoles 
périphériques, au contact de la membrane nucléaire. Il aurait 
pu s’agir des granules organisateurs (d’après l’idée de Painter et 
Taylor), ou d’ADN élaboré à l’intérieur des nucléoles. Cependant 
des coupes témoins, traitées au réactif de Schifî sans hydrolyse 
préalable ont amené Guyénot et Danon à douter de la nature 
désoxyribonucléique de ces inclusions. 

Feulgen. — Dans mes préparations, le Feulgen, confirmé par 
le vert de méthyle dans le mélange de Unna, n’a montré d’ADN, 
hormis dans les chromosomes, que dans les jeunes ovocytes, au 
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voisinage des macronucléoles, peu après leur apparition. Lorsque 
Y ovocyte n’a encore qu’un diamètre de lOOpi environ (noyau de 
70p), les macronucléoles, de 15 à 20p. de diamètre, sont accompa¬ 
gnés de masses Feulgen-positives et colorables au vert de méthyle, 
globuleuses ou de forme irrégulière, mais à contours toujours nets. 

. • V 



Fig. 2. 

Portion d’ovaire de T. cristatus montrant un ovocyte jeune de 70 sur lüo p, 
et quelques cellules somatiques à noyau allongé. Vert de méthyle-pyronine. 
Le cytoplasme de l’ovocyte est rose, le nucléoplasme incolore. Les noyaux 
somatiques prennent le vert de méthyle. Au centre de l’ovocyte, un gros 
macronucléole (10 p) rouge vif (noir sur le cliché) accompagné de deux 
plus petits nucléoles également rouges. La couronne grise qui entoure le 
macronucléole central a la même affinité pour le vert de méthyle que les 
noyaux somatiques. Elle est Feulgen-positive. 


Ces amas peuvent entourer complètement le nucléole et prendre 
l’apparence d’une couronne, dont l’épaisseur atteint 5 à 6 p (fig. 2). 
Souvent plusieurs masses de ce genre se voient dans un noyau, sur 
une seule coupe. La nature désoxyribonucléique de cette substance 
est confirmée pas sa similitude, quant à sa réaction aux colorants, 
avec les chromosomes et les noyaux somatiques, et surtout par des 
témoins traités au Schiff sans hydrolyse. 

Dand les ovocytes plus avancés, ces masses Feulgen-positives 
disparaissent complètement. 


540 


G. DE HALLER 


Acide ribonucléique (ARN) 

Test de Brachet. — La qualité du test de Brachet, qui utilise 
le vert de méthyle-pyronine en milieu acide avec et sans action de 
la ribonucléase (RNase), n’est guère discutée. C’est en fait une des 
réactions les plus sûres de la cytochimie. La spécificité de l’action 
enzymatique, confirmée par de nombreux recoupements avec 
d’autres réactions (basophilie, etc.), en fait la valeur. Le détail de 
la méthode figure au chapitre 7. 

Les résultats du traitement ne peuvent avoir de signification 
qu’interprétés en regard des témoins. La durée d’action de l’enzyme 
joue un rôle secondaire, celui de donner un contraste optimum 
entre les préparations traitées et celles qui ne le furent pas. Et 
ce n’est en définitive que la comparaison entre l’effet de la RNase 
et celui de l’eau distillée qui permet une conclusion. D’autre part, 
il faut adapter les modalités du test (fixateur, pH des solutions, 
durée des bains) à l’objet étudié. 

Quatre fixateurs ont été comparés: le Bouin. le sublimé acétique, 
le Kalile et le Flemming (voir chap. 7). Le dernier est inutilisable, 
faction de la RNase étant presque complètement inhibée. Les trois 
autres sont de valeur à peu près équivalente. Le Bouin toutefois 
ne permet pas une bonne coloration de l’ADN par le vert de méthyle. 
Le Rallie, quoique très mauvais fixateur du cytoplasme, assure 
un excellent état du noyau. 

Le pH de la solution colorante est optimum aux environs de 5. 
La durée optimum d’action de la RNase varie selon l’espèce étudiée. 
L’ovocvte de Grenouille est le plus sensible à l’enzyme, celui du Bom- 
binator le moins. Il faut pour ce dernier un bain de 90 minutes à 
56°C pour obtenir une extinction de la pyroninophilie des nucléoles, 
alors que pour la Grenouille 30 à 40 minutes suffisent. L’ARN 
cytoplasmique est toujours éliminé beaucoup plus rapidement que 
celui des nucléoles, ce qui est certainement dû à sa moindre concen¬ 
tration. 

Résultat. — Les nucléoles périphériques, les macronucléoles, les 
expansions des macronucléoles (masses plasmodiales) sont positifs 
au test de Brachet. La concentration en ARN se révèle particu¬ 
lièrement forte dans les nucléoles périphériques, qui résistent le 
plus longtemps à la RNase. 
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Après fixation au sublimé acétique, les nucléoles périphériques 
présentent une ou plusieurs vacuoles. Ces vacuoles sont moins 
pyroninophiles que le reste du nucléole, mais gardent leur affinité 
pour le colorant après action de la RNase. L’image des coupes 
témoins est ainsi en quelque sorte le négatif des coupes traitées. 
On peut donc affirmer que l’ARN est localisé dans la partie corti¬ 
cale du nucléole. 

Les masses plasmodiales sont également moins pyroninophiles 
que les macronucléoles dont elles proviennent. Elles sont cependant 
positives au test de Brachet, et ne marquent donc qu’une plus 
faible concentration d’ARN. Les grandes masses nucléolaires de la 
Grenouille sont faiblement colorées par la pyronine, sauf quelques 
gros amas fortement pyroninophiles (nucléoles ?). Celles de B . regu- 
laris prennent la pyronine avec une intensité moyenne. Toutes ces 
structures sont positives au test de Brachet. 

Les filaments nucléoplasmiques, dans aucune des espèces étu¬ 
diées, ne se colorent jamais par le vert de méthyle-pyronine. 
Il n’est donc pas possible d’y appliquer le test de Brachet. 

On aurait pu imaginer de faire un test à la RNase suivi non pas 
de vert de méthyle-pyronine, mais d’hématoxyline ferrique, seul 
colorant qui les fasse apparaître. Malheureusement, cette colora¬ 
tion demande une différenciation très soigneuse à l’alun de fer; 
on ne saurait pas, alors, si une différence de coloration entre le 
témoin et la préparation traitée est due à faction enzymatique 
ou à la différenciation. 


CONCLUSION 

Il résulte de ces quelques essais que les macronucléoles et les 
nucléoles périphériques se comportent cytochimiquement de 
manière identique, confirmant l’identité que l’examen morpholo¬ 
gique laissait prévoir. Par leur forte teneur en histone (test de 
Sakaguchi) les nucléoles se rapprochent des chromosomes, alors 
que V ARN (test de Brachet) et les protéines non histones (Millon 
trichloracétique) dont ils sont chargés confirmeraient la notion de 
« plasmosomes » (à part le tryptophane qui est réparti uniformé¬ 
ment dans toute la cellule: réaction du radical indolique). Les 
chromosomes comportent toutefois également de l’ARN, et en 
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considérant les protéines non histones comme secondaire, la seule 
différence entre chromosomes et nucléoles, consisterait dans l’exis¬ 
tence d’ADN dans les premiers et son absence dans les seconds. 

Dans les nucléoles périphériques, la fixation au sublimé fait 
apparaître des vacuoles. Ces vacuoles contiennent la majeure 
partie des protéines non histones, alors que l’histone et l’ARN sont 
surtout concentrés dans le cortex. 

Les macronucléoles sont toujours uniformes; les masses plas- 
modiales qu’ils émettent ont les mêmes propriétés chimiques, 
quoique plus faibles. Enfin les grandes masses nucléolaires s’appa¬ 
rentent à ces masses plasmodiales, tout en contenant en plus des 
amas plus denses à caractères de nucléoles. 

J’ai fait mention au début de ce rapport de l’activité de syn¬ 
thèse des nucléoles. Les macronucléoles, et surtout lés masses 
plasmodiales semblent procéder à la synthèse des filaments nucléo- 
plasmiques. Nous espérions vérifier cette hypothèse par la cyto¬ 
chimie. Or aucune réaction n’a permis de déterminer ces filaments, 
qui ne se laissent colorer que par la laque ferrique à l’hématoxy- 
line, colorant non-spécifique. 

Il faudrait, à défaut de réaction spécifique suffisamment sen¬ 
sible, chercher à connaître la constitution chimique de ces élé¬ 
ments par des moyens physiques, tels que peut-être la micro- 
spectrophotométrie, dont, entre autres, la mesure de l’absorption 
dans fultra-violet. 


7. TECHNIQUES 

A. Microscopie électronique 

Animal (Triturus cristatus Bombina variegata) endormi à 
féther; prélèvement de fragments d’ovaire à la température de 
0° C. Fixation par 0s0 4 à 1,5% en solution isotonique tamponnée 
au véronal-acétate (formule de Michealis) au pH 7,3, pendant 
4 heures à 4° C. Lavage dans le liquide tampon, 15 minutes. 
Déshydratation à f alcool. Inclusion au méthacrylate de butyle 
(90%) et de méthyle (10%), polymérisation à 48° C. Coupes ultra- 
minces sur un microtome Danon et Kellenberger à couteau métal¬ 
lique, épaisseur des coupes 500-800 A. Observation et microgra- 
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phies électroniques sur une microscope électronique Trüb-Tâuber Co. 
Grossissements directs de 3000 à 6000 fois. 

B. Cytochimie 


Fixations : 

Bouin : Acide picrique aqueux saturé . 15 cc 

Formaldéhyde 40%. 5 cc 

Acide acétique glacial .... 1 cc 


Fixation 12 à 24 heures, suivie d'un lavage à l’alcool 70°. 

Sublimé acétique : Sublimé aqueux saturé 20 cc 
Acide acétique glacial 1 cc 

Fixation 3 à 6 heures suivie d’un lavage à l’alcool 70° iodé (jusqu’à 
décoloration de Fiode), puis élimination de l’iode par le bisulfite 


de Na à 0,25%. 

Kahle : Alcool absolu.100 cc 

Acide acétique glacial .... 7 cc 

Formaldéhyde 40%. 40 cc 


Fixation 6 à 24 heures, suivie, sans lavage, d’une déshydratation 
à l’alcool butilique, selon la méthode de Smith. Cette méthode 
évite les passages dans le toluol lors de l’emparaffinage. 

Réactions : 

Millon trichlor acétique : 5% d’acétate mercurique dans l’acide 
trichloracétique à 30%; agit seul pendant 5 min. à 30° C, puis 
adjonction de 0,05% de nitrite de sodium. Action pendant 25 min. 
Trois bains d’alcool 70°. Inclusion au baume du Canada. 

Millon sulfurique: 5% de sulfate mercurique dans l’acide sul¬ 
furique à 5%. Après 5 min. à 30° C, adjonction de 0,05% de nitrite 
de sodium. Action pendant 25 min. puis lavage à l’eau. Déshydra¬ 
tation, baume. 

Voisenet-Furth : Pour 10 cc d’acide chlorhydrique concentré, 
1 goutte de formol et 1 goutte de nitrite de sodium à 0,5%. 10 min. 
Les coupes doivent être durcies préalablement au silicate de soude. 

Romieu: Quelques gouttes d’acide phosphorique sirupeux, sur 
lame, 5 min. à 56° C. On observe la préparation telle quelle. 
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Test de Sakaguchi (technique de Baker): Pour 1 cc de soude 
caustique à 1%, 1 goutte d’a-naphtol à 1% dans l’alcool 70° et 
2 gouttes d’eau de Javel. Traitement sur lame pendant 15 min., 
puis essorage au papier filtre et traitement par un mélange de pyri- 
dine et de chloroforme. On examine les préparations telles quelles. 
Les coupes doivent être préalablement collodionnées. 

Berg: Traitement pendant 1 min. dans la ninhydrine à 0,2% 
bouillante (après fixation au formol et coupe par congélation). 
On observe les coupes dans la glycérine. 

Alloxane: Alloxane à 1% dans l’alcool. 

Feulgen : Hydrolyse 10 min. à 60° dans HCl N/10. Réactif de 
Schiff 3 à 4 heures, puis bains sulfureux. Contre-coloration au jaune 
de méthanyle. 

Test de Brachet: On traite simultanément deux préparations. 
Après déparaffinage, l’une est placée pendant 15, 30, 45, 60 ou 
90 min. à 56 0 C dans l’eau distillée, l’autre, dans des conditions 
identiques, dans une solution à l/5000 e de ribonucléase. Lavage 
rapide à l’eau distillée, puis coloration 20 min. au vert de méthyle- 
pyronine tamponné au p H 4,7 (véronal-acétate). Déshydratation- 
différenciation très rapide, baume. 

Ribonucléase : Ribonucléase (5x cryst.) « Sigma » Chemical 
Company, St.-Louis, Missouri. 

Vert de méthyle: Methylgrün 00 Chroma Gesellschaft, 
Stuttgart-Untertürkheim. (Employé à 0,15%). 

Pyronine: Pyronine Geigy, Bâle. (Employée à 0,25%.) 
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